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Introduccioén

Las infecciones causadas por cepas de Salmonella
pueden producir patologias que varian en severidad desde
disturbios intestinales leves hasta la muerte, y aunque los
antimicrobianos no son esenciales para el tratamiento de la
mayoria de los casos de infecciones intestinales, son Utiles
en las infecciones extraintestinales y en pacientes
inmunocomprometidos8.

Salmonella enterica serotipo Enteritidis
(Salmonella  Enteritidis) representa el serotipo mas
frecuente en Argentinal2 asi como en otros paises11. Entre
1998 y 1999 se encontré que a escala nacional el 45,9% de
los aislamientos correspondia a este serotipo, seguido por
S. Infantis (19,2%), S. Agona (16,1%) y S. Typhimurium
(15%).

Para lograr una efectiva vigilancia sobre la
sensibilidad a los antimicrobianos y para poder desarrollar
estrategias racionales de control, es crucial la disponibilidad
de datos seguros y detallados acerca de la epidemiologia
de Salmonella. Con estos propdsitos, se han utilizado
diversas técnicas de tipificacion en los estudios
epidemioldgicos para diferenciar los aislamientos de
serovares de Salmonella provenientes de diferentes
origenes, entre las cuales se incluyen la tipificacion por
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biotipos, fagos y colicinas, pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, perfil plasmidico, analisis del ADN
cromosomico total por electroforesis en campo pulsatil
(PFGE), estudio de secuencias 1S200, analisis mediante
PCR de las secuencias REP (repetitive extragenic
palindromic) y ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
consensus)7.

Objetivos

Los objetivos del presente proyecto fueron estudiar
la resistencia antimicrobiana de cepas de Salmonella
Enteritidis de origen humano aisladas de muestras
provenientes del Nordeste de Argentina, e investigar la
relacion epidemiolégica existente entre las diferentes cepas.

Materiales y métodos

Se analizaron 24 cepas de Salmonella spp
recuperadas entre 1997 y 2003 a partir de pacientes
atendidos en centros asistenciales privados y estatales de
las provincias de Chaco y Corrientes (Argentina). Seis de
ellas provenian de dos brotes de intoxicacion alimentaria y
el resto eran aislamientos sin relacion epidemioldgica
aparente.

Mediante pruebas bioquimicas clasicas3 se
procedié a confirmar la identidad de las cepas, las que
fueron conservadas en agar blando a temperatura ambiente
y en caldo glicerinado al 15% a -20°C a fin de ser utilizadas
en estudios posteriores.

Se realizé una identificacién serolégica inicial
mediante técnica de aglutinacion en placa con antisueros
polivalentes dirigidos contra los antigenos somaticos de
Salmonella (OMA y OMB - Sanofi Pasteur)3 vy
posteriormente las cepas fueron enviadas al Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran” (Buenos Aires, Argentina) donde se determind
la serovariedad mediante la determinacién de los antigenos
somaticos y flagelares y sus respectivos factores.




Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se
realizaron mediante el método de difusion con discos segin
recomendaciones del CLSI (anteriormente National
Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS)9
frente a ampicilina 10 pg (AMP), ampicilina/sulbactama
10/10 pg AMS), cefalotina 30 ug (CEF), gentamicina 10 ug
(GEN), ciprofloxacino 5 pg (CIP), acido nalidixico 30 pg
(NAL), colistina 10 pg (COL), fosfomicina 200 pg (FOS),

tetraciclina 30 pg (TET), cloranfenicol 30 ng (CMP),
neomicina 30pg (NEO), furazolidona 100 pg (FUR),
trimetoprima/sulfametoxazol 1,25/23,75 png (TMS) vy

sulfisoxazol 300 pg (SUL).

El control de calidad se realizé utilizando las cepas
de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

La produccion de B-lactamasas se determind en
las cepas resistentes a ampicilina mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores
para blaTEM (5-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3' y 5-
GACAGTTACCAATGCTTAATCA-3’) 'y blaSHV  (5-
ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3' y 5'-ttagcgttgccagtgetcg3’-
) y parametros de amplificaciéon previamente descriptos6.
Como controles positivos se utilizaron cepas poseedoras de
genes codificantes de las B-lactamasas estudiados.

La técnica de amplificacion de secuencias REP
(repetitive extragenic palindromic) por PCR fue aplicada
usando los iniciadores REP1 (5-
GCGCCGICATGCGGCATT-3) y REP2 (5
ACGCCTTATCCGGCCTAC-3) en forma conjunta y por
separado de acuerdo al método descripto previamente?2.
De cada producto final de la PCR, 20 ul se sometieron a
electroforesis sobre gel de agarosa al 2% conteniendo 0,5
ng/ml de bromuro de etidio.

Resultados

La edad de los pacientes a partir de los cuales se
aislaron las cepas vari6 entre 7 y 44 afios, con una media
de 27,5 afos. Un aislamiento fue obtenido de esputo de un
paciente inmunosuprimido ingresado en una Unidad de
Cuidados Intensivos, otro aislamiento fue recuperado de
orina de un paciente del sexo femenino sin sintomas
gastrointestinales pero portador de Salmonella en heces y
el resto fue obtenido de heces de pacientes con
gastroenteritis aguda.

En el presente trabajo, los resultados de las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana mostraron que todos
los aislamientos fueron sensibles a AMS, CEF, COL, FOS,
TET, CMP, NEO, GEN, NAL, CIP, TMS y SUL, pero
presentaron variaciones en la sensibilidad frente a FUR (13
cepas resistentes) y AMP (2 cepas resistentes).

En las cepas resistentes a AMP se obtuvo un
fragmento de 850 bp con los cebadores para blaTEM
(Figura 1) pero no con blaSHV.
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Fig. 1: PCR de Ias cepas de

Salmenella Enteritidis utilizando -
los cebadores hiargy. Lineas 1y 2 o
capas en estudio. Linea 3. control e == e b
pasitivo, Linea 4: control negativo. - 00

Linea 5: Marcadoer de pesos
moleculares de 100 bp.

En cuanto a la aplicacion de la técnica de REP-
PCR, los mejores resultados en el presente trabajo se
obtuvieron al utilizar los iniciadores REP1 solamente,
pudiéndose clasificar a los aislamientos en 5 perfiles de
bandas a los cuales se les asignaron letras mayusculas de
la A alaE (Figura 2).

Fig.2. Patrones de ADN de Salmonella Enteritidis
generados mediante REP-PCR y separados en gel de
agarosa al 2%. Las letras asignadas a las lineas
corresponden a cada perfil obtenido.

AS gcc ¢ 6 e B E c oo £ o B
e - 2 W v
-~ i oy or .

En definitiva, las cepas estudiadas pudieron
clasificarse en 9 patrones epidemiolégicos (I a IX) los
cuales se obtuvieron combinando los perfiles de
susceptibilidad frente a FUR y AMP con los patrones de
banda obtenidos mediante REP-PCR, los cuales se
presentan en la Tabla 1.

Discusion

Dentro de la resistencia adquirida en Salmonella
Enteritidis, preocupa principalmente la resistencia a
betalactamicos, quinolonas y trimetoprima/sulfametoxazol,

debido a que son antimicrobianos de eleccion en el
tratamiento de la salmonelosis.

Entre las p-lactamasas encontradas en
Salmonella, TEM-1 es la que mas frecuentemente se
asocia con la resistencia AMP y CEF en Argentina, mientras
que SHV es menos frecuentel2, precisamente es esta
clase de betalactamasa la encontrada en el presente
trabajo.

Debe destacarse el hecho de que mas del 50% de
las cepas de Salmonella Enteritidis incluidas presentaron
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resistencia sélo a FUR, en concordancia con los resultados
hallados a nivel nacional por Rossi y cols., quienes
informaron una resistencia del 34,3% frente a ese
antimicrobiano, mientras que frente a AMP sélo el 11%
fueron resistentesl2.  Sin embargo, Tassios y cols.
estudiaron en Grecia los aislamientos de Salmonella
Enteritidis durante los afios 1987 a 1993 y hallaron que
sobre 300 cepas, el 25% fueron resistentes a FUR,
resistencia superada solo por AMP y SUL13, lo cual indica
que la variacion entre paises es muy grande y podria estar
influida por el grado de utilizacion de este antimicrobiano en
cada uno de ellos.

La identificacion de la relacion genética entre
aislamientos bacterianos a partir de una epidemia o el
estudio de la persistencia endémica de ciertas cepas es
frecuentemente una cuestion critica para tomar decisiones
orientadas hacia la prevencion de la diseminacion de la
infeccion y erradicacion de la fuente. Numerosos trabajos
acerca de este hecho pueden ser encontrados en
publicaciones cientificas, en los cuales fueron aplicados
métodos feno y genotipicos para diferenciar aislamientos
humanos, animales, alimentarios y ambientales de
Salmonellal,?.

El patrébn gendmico basado en las técnicas de
REP-PCR, ha sido hallado de utilidad para tipificar
aislamientos esporadicos y epidémicos de Salmonella.
Versalovic y cols. aplicaron la técnica de PCR para
amplificar las secuencias REP en diferentes serovares de
Salmonella y otras bacterias gramnegativas14. Chmielewski
y cols. compararon el poder de discriminacion de los
perfiles obtenidos mediante REP-PCR y ERIC-PCR y
concluyeron que ambas técnicas resultaron muy Utiles para
la tipificacion de Salmonella Enteritidis5.

En el presente trabajo la tipificacibn mediante
amplificacion de secuencias repetitivas fue mas util para
descartar la relacion clonal entre aislamientos con igual
perfil de susceptibilidad antibiética y aunque se pudieron
diferenciar los aislamientos en varios genotipos, la
aplicacion de otras técnicas de tipificacion como ERIC-PCR
y PFGE7,10 ayudaria a confirmar o descartar la relacion
genética entre aquellos que presentaron igual patrén de
bandas pero que no poseian una relacién epidemioldgica
aparente.

Segln los datos existentes en la bibliografia®*,
Salmonella Enteritidis es el principal serotipo implicado
tanto en brotes de origen alimentario como en casos
“aparentemente” esporadicos, el estudio de la relaciéon
clonal de las cepas mediante diferentes marcadores
ayudaria a comprender mejor la real epidemiologia de las
gastroenteritis en nuestro medio.

Conclusién

La aplicacién de técnicas de tipificacion molecular
en combinacion con caracteristicas fenotipicas y datos
epidemiolégicos permitid confirmar la existencia de brotes
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infecciosos que de otra manera soélo hubieran quedado en
el ambito de las especulaciones.
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